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Several experimental studies dealing with the 
favourable influence of orotic acid (OA) on the 
lesioned liver have recently appeared in the 
literature (1, 2, 3, 4). OA was also used in clin- 
ical practice with success (5, 6, 7). Beside the 
favourable effects of OA, one paper (8) reports 
on the unfavourable influence of OA on the 
liver parenchyma of young rats. The addi- 
tion of OA in the amount of 0.2-1.0 p.c. in 
purified diet led to a massive development of 
fatty liver, which could not be influenced by lipo- 


The authors have to present their thanks to professor MUDr 
Zdenek Kocher for his attention and help during the perform- 
ance of this study. At the same time they have to thank 
Mrs Matejkov4, Mr Trojan, and Miss Lukesova for technical 
collaboration, and national enterprise « Penicillin» Roztoky at 
Prague, Czechoslovakia, for having offered orotic acid, 6-aza- 
uracil, and 6-azauracilriboside. 


tropic substances. Later on it was observed that 
this effect of OA is specifically antagonized by 
adenine (9). It was not clear, however, wheth- 
er the fat deposit in the liver was conditioned 
by OA itself, or by its metabolites-nucleotides 
of uracil and other pyrimidine bases. 

We have tried to clarify this question by 
using a specific inhibitor of the transforma- 
tion of OA into pyrimidine nucleotides, the 
6-azauracil. This analogue is converted into 
6-azauracilriboside-s’-phosphate in the tissues, 
and inhibits the decarboxylase of the orotidylic 
acid, thus stopping the biosynthesis of nucleo- 
tides of pyrimidine bases. 

In this short report we are presenting part of 
the results obtained in studying some meta- 
bolic aspects of the orotic acid. 


97 


= 


Orotic acid —————-> Orotidylio acid 


Deoarboxylase 


——> Uridylic acid and other 
pyrimidine nucleotides 


6-azauraci lri bosi de-5-phosphate 


6-azauracil 


MATERIAL AND METHOD 


Albino rats of the Wistar strain, both sexes, weight 
50-60 g, were used for the experiments. They were 
divided into groups of seven and placed on experi- 
mental diets. Basal components of the diet were 
vitamin-free casein (19 p.c.), sucrose (73.7 p.c.), olive 
oil (3 p.c.), and choline chloride (0.3 p.c.). 


Supplementation of the diet: 4 p.c. salts: 


CaCOg g 21.0; CuSO, g 0.039; FePO, g 1.47; 
MnSOQ, g 0.02; MgSO, g 9.00; KAI(SO4)2 g 0.009; 
KCl g 12.0; KHgPOy, g 31.0; KI g 0.005; NaCl g 10.5; 
NaF g 0.057; Cag(PO,g)o g 14.9. 


Mg of vitamins in 100 g of the diet: 


Vitamin K g 0.2; Vitamin B, g 1.0; Riboflavine 
g 1.4; Pyridoxine g 1.0; Ca panthothenate g 3.0; 
Inositol g 200.0; Niacine g 10.0; PABA g 10.0; 
Biotine g 0.04; Folic acid g 0.3; Vitamin E g 1.20; 
Vitamin D g 0.008. 


Daily supply of vitamins ‘to each animal: 


Vitamin C 4 mg, Vitamin A 84 gamma 

Ist experimental group - basal diet; 2nd experi- 
mental group - basal diet containing 1 p.c. orotic 
acid; 3rd experimental group - diet of the 2nd group 
with 0.25 p.c. adenine during the last 4 days; 4th 
experimental group - diet of the 2nd group: 4 mg 
6-azauracil in 4 ml of physiological solution from the 
11th to the 14th day subcutaneously; on the 13th 
and 14th day 6-azauracilriboside was added, at a 
dosage of 2 mg in 4 ml of physiological solution s.c. 
The anomalous nucleoside was used as complemen- 
tary agent in order to prevent adaptation to 6-aza- 
uracil. 
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The experiment lasted for 14 days. The diet and 
the water were supplied ad libitum. The animals 
were decapitated on 15th day, their blood centrifuged 
for 10’ at 3000 rotations min. The serum obtained 
was used in order to determine lipids after Swann (10) 
and phospholipids. The livers were extirpated and 
a part of them used to determine the glycogen 
content, another part to determine the total lipid 
content. 


The extraction of lipids was performed by means 
of a s0-fold greater amount of a boiling mixture of 
alcohol and ether (3:1) lasting for 1 hour. The sol- 
vent was then evaporated at 40-50°C. The residual 
was dried in exsiccator over CaClg and weighed. 


A part of the liver tissue was used for the evaluation 
of the different lipidic fractions. Samples of the liver 
tissue of all animals in each experimental group were 
gathered and analysed together. In this case we 
performed a repeated extraction with a 30-fold greater 
amount of the mixture of alcohol and ether men- 
tioned above, lasting always for 1 hour. 


The residual was then dissolved in petrolether and a 
fraction analysed for the content in total cholesterol 
(11), esterified (12) and free (13) fatty acids, and phos- 
pholipids (14). 


Glycogen in the liver was determined after Gyer- 
mek (15). The amount of glycogen in the filtrate 
being very high, we diluted it with physiological 
solution in the ratio 1:2 and 1:5 (i.e. 0,4 ml of 
filtrate + 0.8 ml of the physiological solution; 0.2 ml 
of the filtrate + 1.0 ml of the physiological solution). 
Optical density was determined with a spectrofoto- 
meter « Coleman » Jun. (wave length 580 my). 


The applied method offers the possibility of deter- 
mining only the relative amount of glycogen in the 
liver; that is why we are presenting only measured 
extinctions. 


Graph 1 — The lipid fractions in livers of normal 
rats and rats fed on orotic acid. 
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1 = total lipids; II = esterified fatty acids; III = phospholipids; 
IV = total cholesterol; V = free fatty acids. 


RESULTS 


1) The influence of OA on the growth. 

We observed a regular increase of weight in 
all experimental groups. The weight of the 
experimental animals moved around 90-110 g 
at the end of the experiment, no differences 
being observed among the individual groups. 
The weight increase was 40-50 g. 


2) The amount of lipids in the liver. 
(for the results see tab. 1). 


We have also tried to identify the lipidic 
component accumulating in the liver after ap- 
plication of OA. For the results see graph 1. 
They show that the increase of the amount of 
lipids is conditioned practically only by the 
increase of esterified fatty acids, i.e. neutral 
fats. 

It is evident that after adding of OA into the 
diet a considerable accumulation of fat occurs 
in the liver, this effect being antagonized by 
adenine, in agreement with the literature (9). 
We have found out, moreover, that this ef- 
fect of OA is also antagonized by 6-azauracil. 
On the basis of the results obtained it may be 
concluded that the fat infiltration in the liver 
is due not only to the orotic acid and its direct 
metabolite, i.e. orotidylic acid, but to the 
hyperproduction of nucleotides of pyrimidine 
bases. It is very likely that the originary fat 
induction is due to the disturbance of the meta- 
bolic balance between purine and pyrimidine 
nucleotides. 


Taste I — Fat Content in the Liver (for the details see text). 


| | Fat content, 

| Experim. | byw aed | Diet | Treatment | % of wet S.D. m P | Related to 

— | weight, mean 

I | | basal diet | 7.50 + 0.40 + 0.15 < 0.01 
| | 
| 
ll | | BD. orotic acid 21.80 + 6.15 + 2.32 0.01 Group I} 
| 7 
| | | 
Tl | 6 | BD. ~<— 7.80 + 0.19 + 0,08 < O08 | Group II | 
| | 
| | | orotic acid | < 
| IV | 7 | B.D. | > ane | 13.90 + §.91 2.23 <oor | Group | 
| 
/ a2 S.D. 

$.D. = + = > m=+— ;  T-test for the significance of the difference, 
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Graph 2 — The Lipid fractions in serum of normal 
rats and rats fed on orotic acid. 
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I = total lipids; II = esterified fatty acids; III = phospholipids; 
IV = total cholesterol. 


3) The amount of lipids in the serum. 


We have also observed an increased amount 
of lipids in the blood serum of rats placed on 
OA diet (see graph 2). 


4) The values of liver glycogen. 


The highest extinction values for 1 g of wet 
tissue are found in the liver of group 2, placed 
on a basal diet containing 1 p.c. OA (0.352 + 
+ 0.040 at the 1:2 dilution, 0.250 + 0.074 at 
the 1:5 dilution). 

The values are slightly lower in group 3 
(0.340 + 0.064 and 0.196 + 0.034 respectively), 
but increased if compared with group 1 
(0.272 + 0.079 and 0.154 + 0.047) or with 
group 4 (0.272 + 0.057 and 0.158 + 0.099). 
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SUMMARY 


The data in literature concerning the fat accu- 
mulation in the liver of young rats on purified diet 
containing OA were confirmed, together with those 
concerning the suppression of this effect by means of 
adenine. We found out that the fat accumulation may 
be suppressed by adding 6-azauracil (or its riboside), 
which blocks the transformation of OA into nucleo- 
tides of pyrimidine bases. The development of the 
fatty livers is conditioned by the accumulation of 
esterified fatty acids (neutral fats). The amount of 
lipids is increased in the serum of animals placed on a 
diet containing OA. 


RIASSUNTO 


Effetto inibitorio del 6-azauracile sull’induzione di steatosi 
epatica da parte dell’acido orotico somministrato con la 
dieta in ratti giovani. 


Si confermano i dati della letteratura concernenti 
l’aumento di grassi nel fegato di ratti giovani alimen- 
tati con una dieta purificata, addizionata di acido oro- 
tico, nonché l’effetto antagonista esercitato su questo 
fenomeno dall’adenina. Si ¢ messo in evidenza che 
l’accumulo di grassi pud venire inibito dal 6-azaura- 
cile (o dal suo riboside), che blocca la trasformazione 
dell’acido orotico in nucleotidi pirimidinici. L’accu- 
mulo di grassi nel fegato ¢ dovuto ad un aumento 
degli acidi grassi esterificati (grassi neutri). I] tasso dei 
lipidi serici negli animali alimentati con una dieta 
contenente acido orotico é aumentato. 


RESUME 


Effet inhibiteur du 6-azauracile sur P induction de stéatose 
hépatique provoquée par l’acide orotique administré avec 
le régime a des rats jeunes. 


On confirme les données de la littérature concer- 
nant l’augmentation de graisses dans le foie de rats 
jeunes alimentés par un régime purifié, additionné 
d’acide orotique, ainsi que l’effet antagoniste exercé 
sur ce phénoméne par Il’adénine. I] a été mis en évi- 
dence que l’accumulation de graisses peut étre inhibée 
par le 6-azauracile (ou par son riboside), qui bloque 
la transformation de l’acide orotique en nucléotides 
pyrimidiniques. L’accumulation de graisses dans le 
foie est due 4 une augmentation des acides gras esté- 
rifiés (graisses neutres). Le taux des lipides sériques est 
augmenté chez les animaux alimentés par un régime 
comprenant de Il’acide orotique. 


wr wr s 


ZUSAMMENFASSUNG 


Die inhibitorische Wirkung des 6-Azauracils auf die durch 
mit der Diat an junge Ratten verabreichte Orotsdure 
induzierte Lebersteatosis. 


Es wurden die literarischen Angaben bestitigt, 
welche die Leberverfettung bei jungen Ratten, die 
mit einer purifizierten, mit Orotsdure angereicherten 
Diat gefiittert wurden, sowie auch die Beseitigung 
dieses Effektes durch Adenin betreffen. Es wurde 
festgestellt, dass die Verfettung durch Zusatz von 
6-Azauracil (eventuell seines Ribosides) verhindert 
werden kann, das die Umwandlung der Orotsaure 
in Nukleotide der Pyrimidinbasen blockiert. Die 
Verfettung ist durch Anhiufung von esterifizierten 
Fettséuren (neutralen Fetten) in der Leber bedingt. 
Im Serum der Tiere, die mit einer Orotsdure enthal- 
tenden Diat gefiittert wurden, steigt der Gehalt an 
Lipiden. 


RESUMEN 


Efecto inhibitorio del 6-azauracilo sobre la induccién de 
esteatosis hepdtica por parte del dcido orédtico admini- 
strado con la dieta en ratas jdvenes. 


Se confirman los datos de la literatura concernientes 
el aumento de grasas en el higado de ratas jévenes 
alimentadas por una dieta purificada, con adicién de 
acido ordético, asi como el efecto antagonista que la 
adenina ejerce sobre este fendmeno. Se hizo patente 


que la acumulacién de grasas puede ser inhibida por 
el 6-azauracilo (o por su ribosido), que bloquea la 
transformacién del acido ordético en nucledtidos piri- 
midinicos. La acumulacién de grasas en el higado se 
debe a un aumento de los Acidos grasos esterificados 
(grasas neutras). La tasa de lipidos séricos aumenté 
en los animales alimentados por una dieta que conte- 
nia acido ordtico. 
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Ricerche sulla dispersione rotatoria. 
La dispersione rotatoria dell’acido isoascorbico 
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In un lavoro precedente (1) era stato affron- 
tato il problema della variazione del potere 
rotatorio specifico []p in funzione del pH per 
l’acido ascorbico ed era stato mostrato che tale 
potere rotatorio dipende dal pH. Nello stesso 
tempo uguali risultati erano stati ottenuti indi- 
pendentemente da D’Avilla e Leibowitz (2). 

Nelle nostre ricerche era stato anche mostrato 
che dalla variazione del potere rotatorio in fun- 
zione del pH era possibile calcolare le costanti 
di dissociazione. 

Le stesse ricerche sono state effettuate con 
l’acido isoascorbico ed anche per questa so- 
stanza é stato possibile calcolare le costanti di 
dissociazione dalla variazione del potere rota- 
torio specifico [x]p in funzione del pH (3). 

In questi ultimi tempi é stato affrontato il 
problema della misura della dispersione rota- 
toria dell’acido ascorbico a diversi pH (4); gli 
interessanti risultati ottenuti ed il fatto che 
queste misure hanno sollevato molti nuovi pro- 
blemi, hanno suggerito l’opportunita di esten- 
dere queste ricerche, esaminando pit a fondo 
il problema della dispersione rotatoria di altri 
composti del gruppo dell’acido ascorbico. 

Nella presente nota verranno riportati e di- 
scussi i risultati ottenuti esaminando la disper- 
sione rotatoria di soluzioni di acido isoascor- 
bico a diversi pH. 


PARTE SPERIMENTALE 


Materiale. 11 prodotto impiegato era acido 
isoascorbico CgH,O,, gentilmente fornitoci 
dalla Sumner Chemical Company Inc. di New 


Questa ricerca e quella di cui a pag. 111 di questo fascicolo 
sono state possibili grazie ad un contributo finanziario de] Con- 
siglio Nazionale delle Ricerche. 


York, presentante una purezza, determinata 
per titolazione con jodio, superiore al 99%. 


Apparecchi. Le misure di dispersione rota- 
toria sono state effettuate con un aggregato 
polarimetrico Keston Standard modello D, 
applicato allo spettrofotometro Beckman DU, 
aban le letture ogni 25 my. fra 700 e 
400 my. ed ogni 10 my. fra 400 e 350 my., con 
la tecnica descritta altrove (4, 5). 

Il potere rotatorio a 589 my. é stato control- 
lato con un saccarimetro a campo tripartito. 

Il potere rotatorio specifico [x] é definito, 
come é noto, da 


% 100 


dove « é la rotazione osservata, | la lunghezza 
del tubo polarimetrico in dm. e ¢ la concentra- 
zione in g/100 cm? di soluzione. 

La misura del pH é stata effettuata per via 
elettrometrica con un apparecchio Beckman 
modello H-2 ad elettrodo di vetro. 

Tutte le misure sono state effettuate a tem- 
perature fra 19° e 21° C. 


RISULTATI 


Operando in maniera analoga a quanto si 
era fatto in ricerche precedenti con l’acido 
ascorbico (4), si ¢ dapprima determinata la di- 
spersione rotatoria di soluzioni acquose, nelle 
quali l’acido isoascorbico fosse nella sua forma 
non dissociata AH,; per far cid, soluzioni 
acquose di acido isoascorbico a diversa con- 
centrazione sono state addizionate con quantita 
variabili di acido cloridrico, in maniera da por- 
tare il pH a valori inferiori a 2. Cid perché le 
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GRAFICO I 


Curve di dispersione rotatoria di soluzioni di acido 
isoascorbico a diverse concentrazioni ed a vari pH. 
Per ciascuna curva é indicata la concentrazione c in 
g/too cm di soluzione ed il pH relativo. 
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soluzioni di acido isoascorbico alle varie con- 
centrazioni presentano valori di pH che dipen- 
dono dalla concentrazione e quindi differenti 
curve di dispersione rotatoria. 

I dati ottenuti sono riportati nella tabella I 
e sono rappresentati dalla curva 1 del grafico 1. 


TABELLA 


Valori del potere rotatorio specifico di soluzioni di 
acido isoascorbico a diverse concentrazioni c in acido 
cloridrico 0,1 e 0,5 N (pH 0,5-1,2) 


| | 
| §,0 in | c 1,0 in | §,0 in | ¢ 2,0 in | c 1,0 in 
/HCl 0,5 N HCl 0,5 N HClo,1 N HCl 0,1 N HCl 0,1 N 
0,5 | pHo,s | pH 1,2 | pH 1,2 | pH 1,2 


| | | | 


| Lunghezza 

| d’ondain mu | 
3 


| 675 |— 11,75 | — II,2 12,3 = 12,8 12,0 
| 650 — 13,8 iw 13,0 iz 14,3 |— 15.45|— 15,3 
| 625 | — 15,8 i= 15.4 |— 16,05 | — 17,15 | — 17,0 
| 600 | — 17,65 | — 16,95 | — 18,25!— 19,7 |— 18,8 | 
| 589 |— 19,11 17,8 |— 19,55|— 20,6 21,5 
575 |— 19:95|— 19.9 |— 20.8 |— 21,2 |— 22,1 | 
| $50 | — 23,6 |— 24,2 24:4 |— 25.0 |— 25,85 | 
| 
| $25 |— 26,9 ia 26,6 |— 28,0 |— 28,6 io 28,8 
| 500 | — 31,4 |— 31,8 |— 33,2 |— 33.7 a 34,8 | 
| 47s |— 36.7 |— 36,2 37,7 | — 40,0 |— 39,7 | 
| 450 |— 44,8 42,6 46,5 |— 49,2 |— 49,0 
| 425 |— 55.2 |— 55,0 |— 58,8 |— 60,4 |— 60,8 | 
| 
| 400 — 73,4 |— 73,0 |— 75,0 |— 76,7 |— 79.4 | 
390 — 82,8 a 78,0 |— 83,0 |— 87,5 ie 84,0 
380 — 90,8 & 89,0 |— 92,5 = 92,0 |— 98,0 
370 |— 96,8 = 99,0 |— 103,0 | — 102,0 | — 106,0 
360 | —108,4 |—112,0 |—115,0 | —117,5 | —120,0 
| 350 | —120,5 — 130,0 


GRAFICO I 


1: concentrazione c 1-5 pH 0,5-1,2 (tabella I) corri- 
spondente all’acido isoascorbico nella forma AHg9; 
2: c 10 pH 2,25 (tabella II, colonna a); 3: c 5,0 pH 
2,4 (idem, colonna b); 4: c 2,0 pH 2,65 (idem, colonna 
c); 5: c 1,0 pH 2,75 (idem, colonna d); 6: c 4,0 pH 
3,50 (idem, colonna e); 7: c 1,0 pH 3,55 (idem, 
colonna f); 8: c 4,0 pH 3,7 (idem, colonna g); 9: 
c 4,0 pH 3,9 (idem, colonna h); 10: c 1,0 pH 3,95 
(idem, colonna i); 11: c 1,0 pH 4,2 (idem, colonna /); 
12: c 1,0 pH 4,55 (idem, colonna m); 13: c 1,0 pH 5$,15 
(idem, colonna n); 14: c 1,0 pH 6,65 (idem, colonna 0) 
(corrispondente all’acido isoascorbico nella forma AH ). 
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Nella tabella II sono riportati i valori della 
dispersione rotatoria di soluzioni di acido iso- 
ascorbico in acqua a diverse concentrazioni 
(pH 2,25-2,75) e in acqua addizionata con quan- 
tita variabili di idrato sodico, in modo da por- 
tare il pH a valori fra 3 e 7. Le curve corrispon- 
denti alle varie colonne della tabella II sono 
indicate nel grafico 1, con i numeri da 2 a 14. 

Sempre aggiungendo idrato sodico a solu- 
zioni acquose di acido isoascorbico, il valore 
del pH é stato portato nella zona fra 7 € 13. 
I dati corrispondenti sono contenuti nella ta- 
bella III e sono rappresentati nel grafico 2. 

Le curve 1 e 14 del grafico 1 ¢ 12 del gra- 
fico 2 corrispondono alla dispersione rotatoria 
dell’acido isoascorbico nelle Fetes joniche, ri- 
spettivamente, AH,, AH ec A 


E noto che le curve di dispersione rotatoria 
PoOssono essere rappresentate con equazioni di 


Drude della forma 


ky 
2-322 


I termini 2, rappresentano le lunghezze 
d’onda associate con le bande di assorbimento 
spettrale che regolano la dispersione. 

In genere ci si limita a considerare i primi due 
termini di questa equazione e¢ talvolta, se le 
sostanze presentano curve di dispersione rota- 
toria semplice, soltanto il primo termine, dove 
B=}3 

A 
2 -B 


TABELLA II 


Valori del potere rotatorio specifico di acido isoascorbico a diverse concentrazioni c in soluzione acquosa 
(pH 2,25-2,75) € in soluzione acquosa addizionata con quantita variabili di idrato sodico (pH 3,5-6,65) 


| |¢ 10,0 in| ¢ i i in | 
§,0 in| c2,0in _cI,0in|c4,0 + cI1,0+ 
——— qua | acqua | acqua | acqua | NaOH | NaOH 
mu 
a b | @ e 
| | 
| 
675 sien —12,20 —10,40) + 4,2 +44 
| 
650 1344 2 13,9 |— 133 — 1,7 | + 4:45 + 3,9 
| 
625 15,1 I1,55,— 14,65 — 13,2 | + 4,5 +47 
600 ee 17,7 160 + 48 
589 17,65 — 16,80) + 5,0 | + 4,95 
575 [- 19,6 te 19,95 — 18,9 bes 17,3 | + 48 + 5,2 
| 
$50 23,5 = 21,8 + 5:15 + 5,35 
$25 25,8 — 26,2 25,2 — 23.4 | + §,20 +64 
31,4 |— 29,4 — 28,1 | + 5,15 +6,3 
475. |— 35,0 j— 36,2 3455 32.4 | + 475 + 5,5 
| 450 |— 42,3 454 L 42,3 304 | + 4,05 + 4,25 
425 |— $5,0 — §56,0 — §2,2 — 49,8 | + 1,45 + 3,05 
400 Le 65,4 - 67, 3 67,3 — 67,2 | — 0,15 ° 
390 |— 79, 80,1 73,2 70,0 | — 0,2 —0,05 
380 |— 89,2 92,0 81,0 80,0 | — 3,0 —0,05 
| 370 |—4100,1 |— 89,0 90,0 | — $,5 —0,05 
| 
360 (|—110,2 —114,0 — 103,0 8,25 —0,10 
350 |—116,0 |— 114,0 | —11,75 —0,15 


ac 
PH 2,25) pH 2,4 | pH 2,65 pH 2,75 | pH 3,5 | pH 3,55| pH 3,7 | PH 3,9 |pH 3,95) pH 4,2 | pH 4,55| pH | PH 6,65 
| | 


NaOH | NaOH | NaOH | NaOH | NaOH | NaOH | NaOH | 


| 


g h i l m n 


| +1I,1 22,90 | 24,0 | 38,4 $6,7 | 78,35 85,0 
+ 14,1 25,0 25,0 4355 63.4 83,5 94,5 
+ 15,2 26,9 27.4 48,2 69,3 92,3 | 103,0 

+ 16,35} 28,9 | 31,0 | $34 76,9 99,5 III,2 

+ 17,15} 31,55 | 32,0 5554 82,7 | 107,0 | 119,8 

+ 17,85} 32,05 32,9 §9,0 85,05 110,0 126,2 
| + 19,65} 36,75 36,9 66,8 96,5 | 127,0 142,0 

+ 21,25 39,15 40,8 71,7 10§,0 139,0 156,0 

+ 24,0 44,3 45,5 83,5 119,5 161,0 178,7 
| + 25,85] 48,85 §0,7 | 92,5 136,5 180,0 203,5 
+ 29,5 $7,0 $7,9 | 108,2 161,0 215,0 242,0 
+ 33,0 63,7 63,4 126,0 188,3 2$1,7 276,0 
+ 37,3 72,0 | 72,0 | 148,5 222,3 291,2 336,5 
| + 38,5 77,25 81,0 | 160,0 | 241,0 318,0 | 367,0 
| + 3955 
41,5 92,5 94,0 186,0 281,0 385.5 434,0 
| + 44,2 | 101,5 103,0 206,0 311,0 426,90 | 474,0 
| + 45,7 | 108,7 | 


ti 
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In questo caso esiste una relazione lineare fra 


= e 22 della forma 


Le rette, corrispondenti alle tre forme jo- 
niche dell’acido isoascorbico AH,, e 
sono riportate nel grafico 3. Queste rette in- 
tercettano l’asse delle ascisse in tre punti che 
risultano B= 2 rispettivamente uguali a 
0,090, 0,060 e 0,060 v2. I valori 2, corrispon- 
denti risultano, per le tre forme joniche AH,, 
AH rispettivamente 300, 245 245 

In base all’esame di tali rette si possono pro- 
porre, con le considerazioni gia pit volte fatte 
(4,9), le seguenti tre equazioni di Drude, ad 
un solo termine: 


acido isoascorbico 


forma AH, [z], = orem 
forma AH [7], = 
forma A~ [7], = een 


E stata anche determinata la dispersione ro- 
tatoria di soluzioni di acido isoascorbico in 
alcool metilico ed etilico. E noto che l’acido 
ascorbico é solubile in questi alcooli ed anche 
l’acido isoascorbico presenta buona solubilita 
in tali solventi. 


TABELLA III 


Valori del potere rotatorio specifico di acido isoascorbico a diverse concentrazioni c in soluzione acquosa 
addizionata con quantita variabili di idrato sodico (pH 9,8-12,85). 


don ij NaOH NaOH NaOH NaOH | NaOH NaOH | NaOH | NaOH | NaOH | NaOH | NaOH | NaOH 
m4 pH 9,8 pH 10,9 pH 11,2 pH 11,55 pH 11,65 pH 11,95 pH 12,15\pH 12,35 pH 12,5 pH 12,6 \pH 12,65|pH 12,85 
a b d e g | i | m n 
| | | 
675 83,0 92,0 91,5 I0I,0 102,0 103,6 102,8 | 108.8 | 107,3 109,5 | 108,8 | 105,0 
650 94,9 I0I,O | 103,7 III,0 115,4 117,8 119,0 121,0 122,5 } 120,0 120,0 123,2 


625 104,0 113,0 11§,2 123,5 128,5 131,0 135,0 136,0 139,2 134,0 139,0 | 135,0 | 
600 114,9 122,0 125,5 137,0 141,5 144,2 14955 154,2 | I§1,3 | 152,3 150,0 
589 122,6 133,0 135,0 143,5 151,8 154,0 160,5 160,5 | 163,5 | 163,0 | 162,0 161,5 
575 129,2 139,2 138,7 154,0 1§7,0 160,0 166,0 167,0 | 172,2 169,0 | 174,0 | 173,0 | 
$50 147,0 157,0 163,0 174,0 180,5 185,0 192,6 194,0 198,5 197,0 | 199,0 | 197,8 
$25 158,0 174,0 17355 193,0  202,0 | 205,0 217,2 | 217,0 | 215,5 | 219,0 | 222,5 | 224,0 

500 182,0 201,0 200,0 225,0 | 234,0 239,0 246.4 249,0 | 252,0 | 25§4,0 | 250,5 25355 
475 204,0 227,8 226,0 258,4 268 ,O 271,0 285,5 286,0 292,0 | 294,0 | 295,0 | 288 ,6 
450 249,53 272,0 268,0 311,8 322,0 324,0 33353 33555 | 339,0 | 340,0 | 339,0 | 340,2 
425 288,0 312,0 312,0 344.4 350,0 372,0 388,0 380,0 383,0 378,0 382,0 380,0 | 
400 322,0 368,0 373,09  413,0 430,00 445,0 469,0  470,0 | 469,8 | 474,0 | 475,0 499.5 
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GRAFICO 2 
Curve di dispersione rotatoria di soluzioni di acido 


isoascorbico a varie concentrazioni ed a vari pH. 
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Per ciascuna curva é indicata la concentrazione c in 

g/too cm di soluzione ed il pH relativo. AHg: 

curva di dispersione rotatoria dell’acido isoascorbico 

nella forma AHg (dati della tabella I); AH~-: curva 

di dispersione rotatoria dell’acido isoascorbico nella 
forma (tabella II, colonna 0). 


1: concentrazione c 1,0 pH 9,8 (tabella III, colonna a); 
2: c 1,0 pH 10,9 (idem, colonna 6); 3: c 1,0 pH 11,9 
(idem, colonna c); 4: ¢ 1,0 pH 11,55 (idem, colonna 
4); 5: c 1,0 pH 11,65 (idem, colonna e); 6: ¢ 1,0 pH 
11,95 (idem, colonna f); 7: c 1,0 pH 12,15 (idem, co- 
lonna g); 8: c 1,0 pH 12,35 (idem, colonna h); 9: ¢ 1,0 
pH 12,5 (idem, colonna i); 10: c 1,0 pH 12,6 (idem, 
colonna 1); 11: ¢ 1,0 pH 12,65 (idem, colonna m); 
12: c 1,0 pH 12,85 (idem, colonna n) (corrispondente 
all’acido isoascorbico nella forma A>). 


GRAFICO 3 


Curve di dispersione rotatoria rappresentate come 
in funzione di 22. 
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Ciascuna curva é ottenuta per soluzioni acquose di 

acido isoascorbico a pH < 1 (AHg), a pH 7 (AH) e 

a pH > 12,5 (A=) e per soluzioni di acido isoascor- 
bico in alcool metilico ed etilico (curva 1). 


I risultati sono riportati nella tabella IV e 
nel grafico 4, nel quale @ pure riportata, per 
comodita di confronto, la curva di disper- 
sione semplice corrispondente alla forma 
jonica AH,. 

Anche le soluzioni di acido isoascorbico in 
alcool metilico ed etilico presentano curve di 
dispersione rotatoria semplice; queste curve 
sono praticamente coluetiens Nel grafico 3 
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é riportata la retta corrispondente a tali curve, 


rappresentata come in funzione di 22. 


Tale retta intercetta l’asse delle ascisse in un 
punto B = 22 = 0,060 »?, per cui il valore i» 
della prima banda di assorbimento otticamente 
attiva risulta 245 mu. 
L’equazione di Drude, ad un solo termine, 
per tali curve risulta 


22 — 0,060 


come si pud rilevare per via grafica. 


TABELLA IV 


Valori del potere rotatorio specifico di soluzioni di 
acido isoascorbico in alcool metilico ed etilico a 
diverse concentrazioni c. 


in mu metilico metilico etilico | etilico 
675 — 12,0 — 10,2 — 10,0 | — 9,86 
| 650 — 13,3 — 12,7 — II,7 — 11,9 
| 625 — 13,85 — 13,2 — 13,2 — 12,6 
600 — 14,7 — 14,!I — 14,1 — 14,5 
589 — 15,85 — 16,15 — 16,5 — 16,05 | 
| $75 | — 18,55 — 16,6 — 1759 | — 15,6 
| §§0 — 20,2 — 19,3 — 19,8 — 18,8 
| §25 — 22,0 — 20,8 — 22,4 — 20,8 
500 == 2519 — 2455 — 25,2 — 24,2 | 
475 — 29,0 — 28,3 — 26,2 — 27;3 | 
450 | — 34,4 — 33,6 — 33.4 — 32,7 
425 — 39,2 — 39,2 —39:6 | — 36:55 | 
400  — 46,7 — 4553 — 47,8 — 4757 
390 — 49,9 — §2,0 — 48,6 
380 — 53,0 — $355 — 8,0 | —-$5.3 
370 — 61,0 $755 — 61,0 
360 — 65,0 — 62,0 — 64,0 — 62,0 
350 — 66,0 


GRAFICO 4 


Curve di dispersione rotatoria di soluzioni di acido iso- 
ascorbico in acqua, in alcool metilico e in alcool etilico. 
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La concentrazione c é indicata in g/100 cm di solu- 

zione. AHg: curva di dispersione rotatoria dell’acido 

isoascorbico nella forma AHg (dati della tabella I). 

Curva 1: concentrazione c 1-2 in alcool metilico; 
c I-1,§ in alcool etilico. 


DISCUSSIONE 


L’esame dei precedenti risultati mostra 
quanto segue: 


a) le curve di dispersione rotatoria dell’a- 
cido isoascorbico in tutte le sue forme joniche 
sono curve semplici, a differenza di quanto si 
osserva per l’acido ascorbico (4, 6, 7), che pre- 
senta in soluzione acquosa curve di dispersione 
anomala quando si trova nella forma AH, ¢ 
curve di dispersione semplice quando si trova 
nella forma AH ; 


b) i valori 2, delle equazieni di Drude, ad 
un solo termine, per le curve di dispersione 
rotatoria semplice (determinate fra 350 e¢ 700 
my.) dell’acido isoascorbico non coincidono 
con i massimi di assorbimento noti dalla lette- 
ratura (8), come si vede dal seguente spec- 
chietto: 


forma jonica pH doy Mt 
| <1 300 242 
AH™ 7 245 264,5 

| A= > 12,5 245 299 

| 


P 
P 


i 
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c) il potere rotatorio dell’acido isoascor- 
bico, a qualsiasi lunghezza d’onda, dipende 
soltanto dal pH della soluzione e, a parita di 
pH, non varia con la concentrazione. La di- 
pendenza del potere rotatorio dal pH era gia 
stata messa in evidenza a 589 my. (4). 

E stata ora confermata a tutte le lunghezze 
d’onda e, a titolo di esempio e per brevita, 
nel grafico 5 é riportata tale relazione per 
2 = 400 mu.. I valori di pK, calcolati a questa 
lunghezza d’onda con considerazioni se- 
guite in precedenza (1, 3) risultano pK, = 4,1 
e pK, = 11,35, cioé, come era facilmente pre- 
vedibile, coincidenti con i valori trovati nella 
nota citata (3); 


d) anche in questo caso, come in quelli gia 
esaminati (4, 9), il potere rotatorio ad ogni lun- 
ghezza d’onda risulta come somma dei con- 
tributi del potere rotatorio delle singole forme 
joniche presenti; 


e) a causa della diversa forma delle curve 
di dispersione rotatoria delle forme joniche 
AH, e AH (curve 1 e 14, rispettivamente, 
del grafico 1) le curve di dispersione rotatoria 
di soluzioni presentanti pH tra 1 e 7, cioé 
contenenti miscele di tali due forme joniche, 
risultano apparentemente anomale. L’esempio pitt 
vistoso é dato dalle curve 6 e 7 del grafico 1. 
Questa apparente anomalia é dovuta alla 
somma dei contributi delle rotazioni parziali 
di due curve di dispersione semplice, ciascuna 
delle quali si pud associare a differenti centri 
di assorbimento otticamente attivi, per cui é 
da ritenere che le diverse forme joniche del- 
l'acido isoascorbico differiscano sotto questo 
aspetto. 
Il caso & interessante perché si conoscono 
relativamente pochi casi di curve di dispersione 
apparentemente anomale (to); 


f) la curva di dispersione rotatoria del- 
l'acido isoascorbico in alcool metilico ed eti- 
lico ¢ semplice come quella della sostanza in 
acqua e comprende tutti valori negativi fino 
a 350 my; 


2g) la curva di dispersione rotatoria dell’a- 
cido isoascorbico in alcool metilico ed ctilico 
presenta un valore 2, = 245 my, nettamente 


diverso da quello della soluzione in acqua del- 
l’'acido isoascorbico nella forma AH, (2. = 300 
my.), ma coincidente con quello delle forme 
joniche AH” in soluzione acquosa. 

E stato determinato il massimo di assorbi- 
mento dell’acido isoascorbico in alcool meti- 


GRAFICO § 


Variazione del potere rotatorio specifico [=]gg9 in 
funzione del pH. 
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Dai valori sono state ricalcolate la prima e la seconda 
costante di dissociazione nelle forme pK, ¢ pKg. 
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lico ed etilico e si é trovato un valore di 
245 my., praticamente coincidente con quello 
dell’acido isoascorbico in acqua [242 my. (8)]; 


h) la netta differenza fra la dispersione 
rotatoria dell’acido isoascorbico in acqua e 
in alcool (analoga a quanto si osserva con 
l’acido ascorbico e che verra illustrata in una 
nota successiva) suggerisce che il solvente gioca 
un ruolo importante sulla struttura di queste 
sostanze. 


RIASSUNTO 


E stata studiata la dispersione rotatoria dell’acido 
isoascorbico in soluzione acquosa a diversi pH. Le 
curve di dispersione rotatoria per l’acido isoascorbico 
nelle sue forme joniche AHg, AH™ e A> scno sem- 
plici; sono state proposte delle equazioni di Drude 
che descrivono tali curve. E stata studiata anche la 
dispersione rotatoria dell’acido isoascorbico in solu- 
zione alcoolica. L’andamento di tale curva di disper- 
sione rotatoria € notevolmente diverso da quello 
della curva della soluzione acquosa, cid che fa pensare 
ad una forte influenza del solvente sulla struttura di 
questa sostanza. 


RESUME 


Recherches sur la dispersion rotatoire. La dispersion rota- 
toire de l’acide iso-ascorbique. 

On a étudié la dispersion rotatoire de l’acide iso- 
ascorbique en solution aqueuse 4 différents pH. Les 
courbes de dispersion rotatoire pour l’acide iso-ascor- 
bique dans ses formes ioniques AHg, AH™ et A= sont 
simples; des équations de Drude qui décrivent ces 
courbes ont été proposées. L’on a étudié aussi la dis- 
persion rotatoire de l’acide iso-ascorbique en solu- 
tion alcoolique. Le tracé de cette courbe de disper- 
sion rotatoire est notablement différent de celui de la 
courbe de la solution aqueuse, ce qui fait penser a 
une forte influence du solvant sur la structure de cette 
substance. 


SUMMARY 


Studies on rotatory dispersion. Rotatory dispersion of iso- 
ascorbic acid. 

The rotatory dispersion of iso-ascorbic acid in 
aqueous solutions at various pH values has been 
studied. The ionic forms AHg, AH” and A= of the 
rotatory dispersion curves for iso-ascorbic acid are 
simple; they have been proposed by Drude’s equa- 
tions describing these curves. The rotatory dispersion 
of iso-ascorbic acid in alcoholic solutions was also 
studied. The course of this rotatory dispersion curve 
is considerably different from the course of the 
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curve for aqueous solutions; which implies that the 
solvent has a strong influence on the structure of 
this substance. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Untersuchungen Ober die Rotationsdispersion. Die Rota- 
tionsdispersion der Isoascorbinsdure. 


Es wurde die Rotationsdispersion der Isoascor- 
binsiure in wéasseriger Lésung bei verschiedenen 
pH-Werten untersucht. Die Kurven der Rotations- 
dispersion der Isoascorbinsadure in ihren ionisierten 
Formen AHg, AH” und A® sind einfach; es werden 
Drude’sche Formeln vorgeschlagen, welche diesen 
Kurven entsprechen. Weiters wurde die Rotations- 
dispersion der Isoascorbinsaure in alkoholischer Lé- 
sung untersucht. Diese Kurve ist sehr verschieden 
von der in wasseriger Lésung erhaltenen Kurve, was 
auf eine starke Beeinflussung der Struktur der unter- 
suchten Substanz durch das Lésungsmittel schliessen 
lasst. 


RESUMEN 


Investigaciones acerca de la dispersion rotatoria. La dis- 
persion rotatoria del dcido isoascorbico. 

Se ha estudiado la dispersion rotatoria del Acido 
isoascérbico en solucién acuosa a diferentes pH. Las 
curvas de dispersién rotatoria para el Acido isoascér- 
bico en sus formas idnicas AH” y A= son sim- 
ples; han sido propuestas ecuaciones de Drude que 
describen tales curvas. Ha sido estudiada también la 
dispersion rotatoria del Acido isoascérbico en solu- 
cién alcohdlica. El trazado de dicha curva de dis- 
persién rotatoria es notablemente distinto del de la 
curva de la solucién acuosa lo cual hace pensar en 
una fuerte influencia del solvente sobre la estructura 
de esta substancia. 
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Ricerche sulla dispersione rotatoria. L’effetto del solvente sulla 
dispersione rotatoria dell’acido ascorbico e di composti analoghi 


G. NEBBIA - E. M. PIZZOLI - M. FAVILLI 


Dai dati disponibili nella letteratura (1, 2, 3), 
appare che l’acido ascorbico in acqua presenta 
dispersione anomala con massimo nel visibile. 

E anche noto che il potere rotatorio speci- 
fico [x] p dell’acido ascorbico in alcool meti- 
lico ¢ molto diverso [+ 49-51° (4); + 48° (s)] 
da quello dell’acido ascorbico in acqua (+ 20°), 
ma si hanno finora pochi dati sulla dispersione 
rotatoria in solventi diversi dall’acqua. 

Nella presente nota viene riportata la curva 
di dispersione rotatoria dell’acido ascorbico in 
alcool metilico ed etilico e quella di un estere 
dell’acido ascorbico, il palmitato, in alcool eti- 
lico; i risultati vengono discussi e confrontati 
con quelli ottenuti con l’acido isoascorbico e¢ 
riferiti in una nota precedente (6). 


PARTE SPERIMENTALE 
Materiale. 


Acido ascorbico. 11 prodotto impiegato era 
acido ascorbico RP Erba, presentante una 
purezza, determinata per titolazione con jodio, 
superiore al 99%. 


Palmitato di ascorbile. 11 prodotto Merck im- 
piegato presentava la formula C,,H,,0;, p.m. 
414,5 era un campione esterificato con 
acido palmitico all’atomo di carbonio in posi- 
zione 6, vale a dire all’unico gruppo ossidrilico 

rimario dell’acido ascorbico. Che si tratti ef- 
ettivamente dell’estere in posizione 6 é stato 
controllato attraverso le determinazioni sug- 


gerite da Swern (7), che hanno fornito i se- 
guenti risultati: punto di fusione 116°; peso 
equivalente per titolazione con jodio 206,5; 
equivalente di neutralizzazione 413; % di 
acido grasso combinato 62,1; reazione del fur- 
furolo positiva. 

Gli acidi grassi esterificati con l’acido ascor- 
bico sono stati caratterizzati per gas-cromato- 
grafia e sono risultati i seguenti: caprilico 
0,13 %; laurico 0,76%; miristico 2,98 % ; mi- 
ristoleico 0,35 %; palmitico 91,30%; palmito- 
leico 0,64; stearico 3,84%. 

Lo spettro di assorbimento del palmitato 
di ascorbile in alcool etilico é riportato nel 
grafico I, insieme con gli spettri di assorbimento 
dell’acido ascorbico in alcool metilico, etilico 
ed in acqua (8). 

L’assorbimento ultravioletto ¢ dovuto al- 
lacido ascorbico presente nel palmitato di 
ascorbile, come dimostra il fatto che l’intensita 
dell’assorbimento é proporzionale al contenuto 
in acido ascorbico del palmitato di ascorbile 
('assorbimento molecolare < per questi due 
composti ¢ uguale ¢ risulta 8700 a 445 my). 


Apparecchi. Le misure di dispersione rota- 
toria sono state effettuate con un aggregato 
polarimetrico Keston Standard modello D, ap- 
plicato allo spettrofotometro Beckman DU, 
effettuando le letture ogni 25 my. fra 700 € 400 
my. ¢ ogni 10 mu fra 400 e 350 my, con la 
tecnica descritta altrove (9). 

Il potere rotatorio a 589 my. é stato con- 
trollato con un saccarimetro a campo tri- 
partito. 
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Il potere rotatorio specifico [z] é definito, 
come é noto, da 


%. 100 
22 
lc 
dove x é la rotazione osservata, | la lunghezza 
del tubo polarimetrico in dm. e ¢ la concen- 
trazione in g/100 cm® di soluzione. 
Gli spettri di assorbimento sono stati misu- 
rati con uno spettrofotometro Beckman DU. 
La misura del pH é stata effettuata per via 
elettrometrica con un apparecchio Beckman 
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GRaFICO I 


Spettro di assorbimento di soluzioni di acido ascorbico 

in H gO (curva 1) e in alcool etilico (curva 2) e di 

soluzioni di palmitato di ascorbile in alcool etilico 
(curva 3). 
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modello H-2 ad elettrodo di vetro. Tutte le 
misure sono state eseguite a temperature fra 
19° 21°. 


RISULTATI 


Nella tabella I sono riportati i dati della 
dispersione rotatoria dell’acido ascorbico in 
alcool metilico ed alcool etilico a varie con- 
centrazioni. I valori trovati per le soluzioni 
di acido ascorbico in alcool metilico sono 
coincidenti con quelli trovati da Herbert, 
Hirst e Wood (2). 

Nella tabella II sono riportati i dati della di- 
spersione rotatoria del palmitato di ascorbile in 
alcool etilico, in cui é facilmente 
solubile (10). Il valore [z]p osservato per 
questa sostanza (+ 21°) é in accordo col valore 
riportato da Swern [+ 23,3° (10)]. 

Nel grafico 2 sono riportate le curve di 
dispersione rotatoria dell’acido ascorbico in 
acqua, nella sua forma non dissociata AH, (3) 
e in alcool metilico ed etilico e la curva di 
dispersione rotatoria del palmitato di ascorbile 
in alcool etilico. 
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GRAFICO 2 


Curve di dispersione rotatoria di soluzioni di acido 

ascorbico in HgO (curva 1) ¢ in alcool etilico e meti- 

lico (curva 3) € di soluzioni di palmitato di ascorbile 
in alcool etilico (curva 2). 


le TasELLA I - Valori del potere rotatorio specifico di soluzioni di acido ascorbico in alcool metilico ed etilico 


fra a diverse concentrazioni c in g/10o cm di soluzione. 
in alcool in alcool in soot skool in alcool in akcool | 
metilico metilico metilico metilico etilico etilico | 
OFS ccascrcsecuseave | 35,2 35,6 36,8 34,9 39,5 36,8 
‘lla 40,9 40,0 40,0 39,7 42,2 40,3 
in 44,1 44,2 45,0 43,1 46,5 44,9 
yn- 49,1 47,9 48,6 7,0 $1,2 
50,4 50,5 51,8 49.4 52,5 50,0 
no $451 51,5 54,1 $2.5 5455 §2,0 
rt, §9,2 $7,0 59.5 $7.3 60,5 61,0 
6444 66,0 64,5 64,0 66,6 5,6 
di- | QO siscinveviwsives 73,2 69,1 | 70,6 69,6 72,8 72.5 
in GTS 78,0 78,2 79,5 80,0 81,3 
nte 90,5 87,5 88,4 86,6 89,2 90,6 
per 100,0 100,0 102,0 97,0 102,0 103,2 
ore 112,5 III,5 113,0 III,0 112,2 113,5 
116,0 - I15,0 118,0 117,0 119,0 118,5 
di 125,0 121,0 122,0 12,1 126,0 123.7 
in 133,0 130,§ 131,0 128,5 135,0 134,0 
(3) 140,0 140,0 142,0 139,0 140,0 141,5 
di 150,0 148,0 148,0 1§3,0 145,0 147,0 
vile = 
TaseLta II — Valori del potere rotatorio di soluzioni Nel grafico 3 sono riportate le stesse curve di 
di palmitato di ascorbile in alcool etilico a diverse 
] concentrazioni c in g/100 cm3 di soluzione. dispersione rotatoria rappresentate come 
x 
c25 | | ¢444| €50 in funzione di 22. 
wae | Sar poste. Sia per l’acido ascorbico che per il palmitato 
| | 150 di ascorbile si ottengono due rette. Come é 
650 .... 200 169 | 170 | 169 | 157 | 169 noto cid significa che la dispersione rotatoria 
| normale e in questo caso i valori del potere 
| possono essere descritti da una equazione di 
STS 22,0 | 222 220 | 201 22,2 Drude, ad un solo termine, della forma 
See 23,1 25,6 25,3 23,2 23,7 A 
| 25,85 | 26,9 27,1 25,6 25,65 [z], 
| 900 | 298 | 29,7 | 281 | 2&s 
| 336 | 326 323 | 375 Tali rette intercettano entrambe I’asse delle 
450 39.8 | 365 3725 350 | 385 ascisse in un punto B = 22 = 0,030 = 
4 Dai Asai 457 | 428 | 42,55 | 409 | 45,0 = 173 mu). In base all’esame di tali rette, si 
= PERE TL 534 | 504 | 492 | 475 | 49,1 possono proporre, con le considerazioni gia 
| $46 $23 | $22 pit volte fatte (3, 6), le seguenti equazioni di 
$80 Sst | $55 546 36,8 Drude, ad un solo termine: 
ido 370 wee eeees $88 | 60,8 | 61,7 | 592 | 61,0 acido ascorbico in alcool metilico ed etilico 
eti- 64,5 645 | 65,6 61,2 16,0 
pile 712 | 763 69,0 | 66,2 69,0 = 


«2 
= 0,030 
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palmitato di ascorbile in alcool etilico 


6,8 
2? = 0,039 


Pud essere interessante notare che i coeffi- 
cienti al numeratore sono inversamente pro- 
porzionali ai pesi molecolari delle due sostanze 
e che pertanto il potere rotatorio molecolare 
per entrambe le sostanze é lo stesso. 


DISCUSSIONE 
I precedenti dati mostrano che: 


a) anche per l’acido ascorbico, come per 
lacido isoascorbico, di cui & stata descritta la 
dispersione rotatoria in una nota precedente (6), 
le curve di dispersione rotatoria in acqua e in 
alcool risultano profondamente diverse. 

Nella tabella III riportiamo i valori %9 delle 
equazioni di Drude e i massimi di assorbi- 
mento per queste sostanze; come é noto questo 
valore 49 rappresenta la lunghezza d’onda della 
prima banda di assorbimento spettrale ottica- 
mente attiva; 


b) le curve di dispersione rotatoria mole- 
colare per l’acido ascorbico in alcool e per il 
palmitato di ascorbile in alcool coincidono, cid 
che sta a dimostrare che il potere rotatorio é 
uguale sia per l’acido libero che per l’acido este- 
rificato. 

Dai presenti dati appare anche che l’esterifi- 
cazione dell’ossidrile alcoolico primario del- 
l’acido ascorbico non porta eaGeoiens ap- 
prezzabili sugli atomi di carbonio asimmetrici; 


Curva 


| 
semplice | 245 | 245 


GRAFICO 3 
Curva di dispersione rotatoria. 
0,06 
0,05 
0,04 
0,03 
2 
0,02 
0,01 
[=] 
N.B. — La curva é rappresentata come in fun- 


a 
zione di »2, per soluzioni di acido ascorbico in alcool 
etilico e metilico (curva 2) e per soluzioni di pal- 
mitato di ascorbile in alcool etilico (curva 1). 


c) Yacido ascorbico e l’acido isoascorbico 
presentano differenze di proprieta molto pit 
grandi di quanto possa far pensare l’esame della 
loro formula. 

Nel caso dell’acido ascorbico, infatti, la di- 
spersione rotatoria delle soluzioni acquose é 
anomala e il valore 29 corrisponde alla lun- 
ghezza d’onda del massimo di assorbimento; 
in soluzione alcoolica la dispersione diventa 
normale con un valore nell’ ultravioletto 
lontano, molto diverso dalla lunghezza d’ onda 
del massimo di assorbimento. 


Tasetta III - Relazione fra i valori %9 delle equazioni di Drude ed i massimi di assorbimento. 


ho mp 


| Massimo di assorbimento, mu 

di dispersione rotatoria 

| | | 

Acido ascorbico in acqua ..............+ anomala | 245 245 | 
Acido ascorbico in alcool ................ semplice 173 | 245 

Acido isoascorbico in acqua .............. semplice | 300 245 | 

Acido isoascorbico in alcool.............. | 
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Nel caso dell’acido isoascorbico la disper- 
sione rotatoria é normale sia per soluzioni 
acquose che per soluzioni alcooliche; il va- 
lore 49 della soluzione acquosa non coincide 
col massimo di assorbimento, mentre quello 
della soluzione alcoolica coincide col massimo 
di assorbimento. 

Sia per l’acido ascorbico che per I’acido isoa- 
scorbico i valori %9 delle soluzioni alcooliche ri- 
sultano slittati verso l’ultravioletto di circa 60-70 
my. rispetto ai valori A» delle soluzioni acquose; 


d) le modificazioni della dispersione rota- 
toria osservate in acqua e in alcool fanno pen- 
sare che il solvente abbia influenza sulla strut- 
tura degli atomi di carbonio asimmetrici di 
queste sostanze ; 


e) la curva di dispersione rotatoria del- 
l’acido ascorbico in alcool é nettamente diversa 
anche da quella delle soluzioni acquose di acido 
ascorbico nella sua forma AH™~ per cui é da 
ritenere che le modificazioni strutturali dovute 
al solvente siano diverse da quelle dovute alla 
jonizzazione. 

Tutti questi fatti mostrano che il problema 
della dispersione rotatoria dei composti legati 
all’acido ascorbico deve essere ancora appro- 
fondito attraverso un riesame sistematico di un 
grande numero di derivati. 

I dati ottenuti studiando l’effetto del solvente 
mostrano che, almeno per quanto riguarda 
l’acido ascorbico, l’acqua ha una grande in- 
fluenza ed é possibile che provochi modifica- 
zioni strutturali responsabili dell’anomalia che 
la dispersione rotatoria dell’acido ascorbico pre- 
senta in soluzione acquosa, quando si trova 
nella forma di acido non dissociato AHy; 


f) per la dispersione rotatoria dell’acido 
ascorbico in alcool metilico, Herbert, Hirst 
e Wood (2) hanno proposto due equazioni 
di Drude, che si adattano ugualmente bene 
ai loro dati sperimentali e che sono diverse 
da quella proposta nella presente nota, soprat- 
tutto per quanto riguarda il valore 2». 

noto che varie equazioni di Drude pos- 
sono descrivere ugualmente bene la disper- 
sione rotatoria di una sostanza in un certo 
intervallo di lunghezze d’onda, per cui la loro 
interpretazione richiede sempre grande cautela. 


E interessante in questo caso tenere presente 
la discussione critica che gli AA. sopracitati 
(2) fanno della propria trattazione. 


RIASSUNTO 


La curva di dispersione rotatoria dell’acido ascor- 
bico in alcool metilico ed etilico ¢ profondamente 
diversa da quella in acqua. Nel caso della soluzione 
acquosa la curva é anomala con asintoto i, coinci- 
dente con la lunghezza d’onda del massimo di 
assorbimento; nel caso della soluzione alcoolica la 
curva é semplice con asintoto fortemente spostato 
verso l’ultravioletto lontano. Anche in questo caso, 
come nel caso dell’acido isoascorbico precedentemente 
studiato, si pud ritenere che il solvente abbia una 
grande influenza sulla struttura dell’acido ascorbico. 


RESUME 


Recherches sur la dispersion rotatoire. L’effet du solvant 
sur la dispersion rotatoire de T’acide ascorbique et de 
composés analogues. 

La courbe de dispersion rotatoire de l’acide ascor- 
bique dans les alcools méthylique et éthylique est 
complétement différente de celle dans l’eau. Dans le 
cas de la solution aqueuse, la courbe est anomale 
avec asymptote, %, coincidant avec la longueur d’onde 
du maximum d’absorption; dans le cas de la solu- 
tion alcoolique, la courbe est simple avec asymptote 
fortement déplacée vers lultra-violet éloigné. Dans 
ce cas également, comme dans celui de l’acide iso- 
ascorbique précédemment étudi¢, on peut croire que 
le solvant ait une grande influence sur la structure de 
Vacide ascorbique. 


SUMMARY 


Studies on rotatory dispersion. The effect of the solvent 
on the rotatory dispersion of ascorbic acid and analogous 
substances. 

The rotatory dispersion curve of ascorbic acid in 
methyl and ethyl alcohol is thoroughly different 
from the curve for water. In the case of the aqueous 
solutions, the curve is anomalous with asymptote, 
2. coinciding with the wave-length of the absorption 
maximum. In the case of alcoholic solutions, the 
curve is simple with asymptote strongly displaced 
towards the far ultraviolet. Therefore, also in this 
case, as in the previous one regarding iso-ascorbic 
acid, it may be considered that the solvent greatly 
influences the structure of ascorbic acid. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Untersuchungen iiber die Rotationsdispersion. Die Wir- 
kung des Lésungsmittels auf die Rotationsdispersion der 
Ascorbinsdure und analoger Verbindungen. 

Die Kurve der Rotationsdispersion der Ascorbin- 
siure in Methyl- und in Athyl-Alkohol ist weit- 
gehend verschieden von der Kurve der wisserigen 
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Lésung. Die Kurve der wasserigen Lésung ist nicht 
normal, mit Asymptote. 2, fallt mit der Wellenlinge 
des Absorptionsmaximums zusammen; die Kurve der 
alkoholischen Lésung ist einfach, mit stark gegen 
das kurzwellige Ultraviolett verlagerter Asymptote. 
Wie im Falle der friiher untersuchten Isoascorbin- 
sdure kann auch im vorliegenden Falle auf cine 
starke Beeinflussung der Struktur der Ascorbinsaure 
durch das Lésungsmittel geschlossen werden. 


RESUMEN 


Investigaciones acerca de la dispersién rotatoria. El efecto 
del solvente sobre la dispersion rotatoria del dcido ascér- 
bico y de compuestos andlogos. 

La curva de dispersién rotatoria del acido ascérbico 
en alcohol metilico y etilico es totalmente distinta 
de la en agua. En el caso de la solucién acuosa la 
curva es anoémala con asintota. 2, coincidente con la 
longitud de onda del maximo de absorcién; en el 
caso de la solucién alcohdlica la curva es simple con 


asintota fuertemente desplazada hacia el ultravioleta 
lejano. En este caso también, lo mismo que en el caso 
del acido isoascérbico anteriormente estudiado, se 
puede considerar que el solvente tenga una grande 
influencia sobre la estructura del Acido ascérbico. 
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Erratum 


Nella nota di G. Nebbia, E. M. Pizzoli e M. Favilli, sopra le Ricerche sulla dispersione rotatoria dell’acido 
ascorbico, pubblicata nel fascicolo 1 di questa rivista (anno 1961, pag. 17), la formula dell’acido ascorbico 
appare erroneamente indicata come Cg Hyg Og anziche come Cg Hg Og. 
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ISTITUTO DI PATOLOGIA SPECIALE MEDICA E METODOLOGIA CLINICA DELL’UNIVERSITA DI NAPOLI 
(Direttore: Prof. F. Magrassi) 


Attivita aldolasiche plasmatiche: 
studio comparativo con i livelli enzimatici 
tessutali in varie specie animali 


A. DI SIMONE - G. GIUSTI - M. COLTORTI - A. M. BARBIERI 


Nel corso di ricerche dedicate alla valuta- 
zione del significato fisiopatologico delle atti- 
vita aldolasiche del plasma (1), abbiamo os- 
servato in alcune specie animali che il rapporto 
tra la scissione di fruttoso-1,6-difosfato (FDP) 
e di fruttoso-1-fosfato (F-1-P) varia notevol- 
mente dall’una all’altra specie. Abbiamo an- 
cora notato che i valori di tale rapporto da noi 
ottenuti erano sensibilmente differenti da quelli 
riportati da Schapira (2), per quelle specie stu- 
diate dall’A. (ratto, pd topo, uomo). Se- 
condo i dati di Schapira, il plasma possiede- 
rebbe, accanto ad una piuttosto cospicua atti- 
vita FDP-aldolasica, attivita F-1-P-aldolasica 
molto bassa, talché il rapporto di scissione 
FDP/F-1-P sarebbe notevolmente alto, salvo 
nel coniglio, in cui anche la scissione di F-1-P 
é abbastanza forte ed il rapporto suddetto rag- 
giunge il valore di 2,4. 

Precedentemente Schapira e Coll. (3, 4), in 
base ad analoghi reperti, erano stati indotti ad 
ammettere che, in condizioni normali, gran 
parte dell’attivita aldolasica presente nel pla- 
sma fosse di origine muscolare. E infatti noto 
che l’aldolasi presente nel muscolo striato é 
caratterizzata fa affinita di gran lunga supe- 
riore per FDP che per F-1-P, con velocita di 
scissione nettamente diversa per i due esteri, 
anche a concentrazioni ottimali di substrati. Nel 
fegato invece, allorché si realizzino condizioni 
ottimali di cinetica, la scissione aldolasica di 
FDP e di F-1-P non presenterebbe differenze 
sostanziali (2, 5, 6, 7). 

La diversita dell’aldolasi muscolare e dell’al- 
dolasi epatica ¢ oggi estesamente dimostrata; 
meno sicure sono invece le conclusioni circa 


Videntita o la diversita dell’enzima epatico ope- 
rante la scissione di FDP e di F-1-P, argomento 
da noi ampiamente discusso in un precedente 
lavoro (1). 

In considerazione della parziale divergenza 
tra le nostre preliminari osservazioni e quelle 
riportate da Schapira, nonché della possibi- 
lita di ottenere, attraverso uno studio esteso a 
un maggior numero di specie animali, chiari- 
menti circa la regolazione fisiologica dei livelli 
di attivita aldolasiche plasmatiche, l’argomento 
ci é apparso meritevole di ulteriore approfon- 
dimento sperimentale. Per tali motivi abbiamo 
eseguito un sistematico raffronto del comporta- 
mento della scissione aldolasica di FDP e di 
F-1-P nel tessuto epatico, muscolare ¢ nel pla- 
sma di otto specie animali, in condizioni otti- 
mali di concentrazione dei due substrati. 


PARTE SPERIMENTALE 


Sono stati usati topi, ratti albini, cavie, co- 
nigli, criceti aurati e cani appartenenti a ceppi 
ibridi, in apparente stato di benessere ed in 
ottime condizioni di nutrizione. Per le espe- 
rienze sulle scimmie, abbiamo utilizzato esem- 
plari di Cercopythecus aethiops sabaeus, sacri- 
ficati per l’allestimento di culture in vitro di 
cellule renali e testicolari (*). Per gli animali 
di piccola taglia, il sacrificio é stato fatto per 
recisione dei vasi del collo ed il sangue é stato 
prelevato in provette eparinizzate. Nei cani e 


(*) Ringraziamo la Direzione dell’Istituto Sieroterapico Ita- 
liano di Napoli, che ci ha gentilmente concesso l’utilizzazione di 
cercopitechi allevati nei propri stabulari. 
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nelle scimmie il prelievo di sangue in siringhe 
eparinate ¢ stato eseguito per venopuntura. 
Analogamente si ¢ proceduto in uomini sani. 
Il prelievo di tessuto epatico umano é stato 
eseguito per biopsia intraoperatoria in sog- 
getti esenti da affezioni epatiche e da malattie 
neoplastiche. Tessuto muscolare umano (mu- 
scoli della coscia) é stato prelevato in corso di 
interventi ortopedici, Negli animali il tessuto 
epatico e muscolare striato (da muscolo ga- 
strocnemio) é stato prelevato subito dopo il 
loro sacrificio. I campioni di plasma _utiliz- 
zati, ottenuti per centrifugazione del sangue a 
3000 r.p.m. per 10’ erano esenti da emolisi. 
Con i frammenti di fegato e di muscolo sono 
stati allestiti omogenati all’1% in H,O a 
temperatura di ghiaccio fondente, in appa- 
recchi di Potter-Elvehjem. Il periodo di omo- 
geneizzazione é stato costantemente di 5’. Gli 
omogenati sono stati quindi centrifugati per 
10’ a 3000 r.p.m. ed i sovranatanti utilizzati 
per le prove enzimatiche. 

Per la determinazione delle attivita aldola- 
siche é stato utilizzato il test ottico, che misura 


la scomparsa di DPNH ad opera di «-glicero- 
fosfatodeidrogenasi, posta in eccesso nella mi- 
scela di reazione, agente sul diossiacetonfo- 
sfato formato dalla scissione aldolasica di FDP 
o di F-1-P. L’aggiunta di eccesso di triosoiso- 
merasi nelle prove di attivita FDP aldolasica 
consentiva la trasformazione simultanea a dios- 
siacetonfosfato anche della 3-fosfogliceral- 
deide formata per scissione di FDP. 

Le prove sono state allestite nel modo de- 
scritto nello schema che segue. 

Prima dell’aggiunta del substrato si atten- 
dono s’ perché si esaurisca la modesta quota 
di ossidazione aspecifica di DPNH ad opera 
di substrati contenuti nell’omogenato. La rea- 
zione enzimatica, iniziata dopo aggiunta di 
FDP o di F-1-P viene seguita a 2 340 my. di 
minuto in minuto per 10’ a 30°C, diretta- 
mente nelle cuvette contenute nella camera 
termostatica annessa allo spettrofotometro 
Beckman mod. DU, osservando la scomparsa 


del DPNH contenuto nella miscela di incuba-' 


zione. Su aliquote degli estratti di tessuto epa- 
tico e muscolare si determina il contenuto 


H,O a volume finale di 


A) Attivita FDP aldolasica 


nee concentrazione finale 5,0 x 10 3 mol 


ere » » 3,3 X 10 4mol 
Sospensione di 2-glicerofosfatodeidrogenasi +  triosofosfatoisomerasi (GDH/TIM 


B) Attivita F-1-P aldolasica (*) 


concentrazione finale 2,0 x mol 


Puffer di veronal-HCl sec. Michaelis 0,1 mol .. 
Sospensione di 2-glicerofosfatodeidrogenasi (GDH Boehringer) 
Plasma (od omogenati all’1%) ................ 


» » 


1,5 X 10 4mol 


(*) Alcune esperienze sono state eseguite su miscele di reazione di volume finale pari a ml 1,00 mantenendo invariate le 
concentrazioni dei costituenti della prova e le letture sono state eseguite con cuvette della capacita di 1 ml, dello spessore di I cm. 
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Tse ta I - Livelli di attivita FDP e F-1-P aldolasica nel fegato, muscolo striato e plasma di otto specie animali. 


| 
Fegato | Muscolo striato Plasma | 
FDP F-1-P | FDP | | _FDP_ | _FDP 
aldolasi aldolai | F-1-P | FDP F-1-P | Fer-P FDP F-1-P Erp | 
| 
Ted. 4,59 3574 1,22 44,47 | 2,34 | 19,00 0,66 | 0,16 4,12 
5,51 4,99 1,10 $9,022 | 2,64 22,35 0,47 | 0,34 1,38 
4,57 1,38 67,57 2,15 31,42 | 0,80 | 0,24 3.33 | 
| 2,19 | 1,86 | 1,17 49,75 1,47 33,84 | 0,46 | 0,20 2,05 
| Coniglio ....... 3,15 | 2,90 | 1,08 74,87 | 2414 34,98 0,39 | 0,39 1,00 | 
| Giietdunswas 2,16 1,70 | 1,27 44,86 2,58 17,38 | 0,24 | 0,12 2,00 | 
Scimmia........ 2,27 2,36 0,96 26,43 2,56 10,32 0,46 | 0,32 3,83 
| 
CP si ccccass 4,21 3,10 | 1,35 22,86 1,29 17,72 | 0,065 | 0,025 2,60 | 
} 
| 


I valori sono espressi come pmoli di substrato scisso da I mg di proteina contenuta nell’estratto di tessuto o da I ml di plasma 


in 10’ a 37° C. I valori ri 


rtati rappresentano le medie di 3 esperienze concordi eseguite su tre diversi animali, ad eccezione di 


quelli che si riferiscono al plasma ed al fegato di uomo e di topo, che sono stati ricavati da un numero pit cospicuo di esperienze 
(plasma e fegato di topo: n. 10 determinazioni; fegato umano: n. § determinazioni; plasma umano: n. 20 determinazioni, su 


campioni prelevati da altrettanti individui). 


proteico secondo la metodica descritta da For- 
naini e Segni (8). 


RISULTATI 


Riportiamo sinteticamente nella tabella I le 
medie dei valori ottenuti da varie esperienze 
concordi. Gli stessi dati sono stati disposti in 
maniera scalare nel grafico 1, allo scopo di 
consentire un pid diretto raffronto tra fivelli 
enzimatici osservati nelle varie specie animali. 


DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 


La seriazione dei valori delle attivita aldo- 
lasiche nelle diverse specie dimostra che nel 
fegato la scissione dei due esteri segue esat- 
tamente lo stesso ordine (ratto > topo > cri- 
ceto > uomo > coniglio > scimmia > ca- 
via > cane), mentre nel muscolo striato e 
nel plasma non esiste interrelazione tra entitd 
di scissione di FDP e di F-1-P nelle singole 
specie, fatta eccezione per le attivita plasma- 
tiche nel coniglio e nell’uomo. 

da sottolineare anche la netta diversita dei 
rapporti di scissione aldolasica FDP/F-1-P nel 
tessuto epatico (di poco diversa dall’unita in 
tutte le specie), nel tessuto muscolare striato(da 
10,32 a 34,98) e nel plasma (da 1,00 a 4,12). 


Cid indurrebbe ad accettare la conclusione 
di Hers e Jacques (9) e di Schapira (2) circa 
la sostanziale identita di FDP ed F-1-P aldolasi 
del fegato. 

Per le attivita aldolasiche del muscolo, la 
nettamente diversa capacita di scissione dei 
due esteri, anche a concentrazioni ottimali, era 
gia stata stabilita, come pure univocamente era 
stata riconosciuta la diffrrenza tra aldolasi mu- 
scolare ed aldolasi epatica. Appare pertanto 
giustificato, almeno in linea generale, parlare 
di attivita aldolasiche di tipo muscolare e di 
tipo epatico, a seconda della reciproca velocita 
di scissione dei due esteri del fruttoso. 

Notevolmente complesso appare invece, 
dalla comparazione del comportamento delle 
attivita aldolasiche nel fegato, nel muscolo 
striato e nel plasma sanguigno, valutare i mec- 
canismi fisiologici che condizionano i livelli 
plasmatici di tali attivita. A questo riguardo i 
nostri dati, in sintesi, hanno dimostrato: 


1) assenza di relazione tra i livelli di attivita 
aldolasiche tessutali, epatiche e muscolari, ed i 
livelli delle stesse nel plasma; 


2) apprezzabile variabilita del rapporto di 
scissione FDP/F-1-P aldolasica nel plasma da 
specie a specie: solo nel coniglio tale rapporto 
é uguale ad 1,00 e nel ratto di poco superiore 
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Grarico 1 - Livelli di attivita aldolasiche tessutali ¢ plasmatiche in diverse specie animali. 


I valori sono espressi come micromoli di substrato scisso da I mg di proteina contenuta nell’estratto di tessuto o da I ml 
di plasma in 10’ a 37°C). SI 
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(1,38), mentre nelle altre specie esso varia da 
2,00 a 4,12 (v. tabella I). 

Pur con tali oscillazioni i rapporti di attivita 
FDP/F-1-P aldolasica ricavati dalle nostre espe- 
rienze sono stati riscontrati notevolmente pit 
bassi di quelli ottenuti da Schapira (2). 

Il duplice ordine di fatti puntualizzati sta a 
indicare anzitutto che le attivita aldolasiche 
presenti nel plasma in condizioni normali non 
derivano da una sola sorgente tessutale. In 
tale caso, infatti, il rapporto di scissione FDP/ 
F-1-P dovrebbe con costanza avvicinarsi, in 
misura notevolmente maggiore di quanto non 
sia stato osservato, allo stesso rapporto evi- 
denziato nel fegato o nel muscolo (la notevole 
scarsezza di attivita aldolasiche negli altri tes- 
suti farebbe escludere una cospicua deriva- 
zione delle attivita plasmatiche da sorgenti 
extra-epatiche ed extra-muscolari). Unica ri- 
serva teorica a questa conclusione potrebbe 
essere posta da deduzioni analogiche deri- 
vanti dai risultati delle ricerche di Drechsler 
e Coll. (10): questi AA., dopo aver sottoposto 
aldolasi muscolare cristallizzata all’azione di 
carbossipeptidasi, hanno osservato che I’enzima, 
che aveva perduto alcune molecole di tirosina 
e di treonina, aveva diminuito la sua capacita 
di scindere FDP, mentre contemporaneamente 
aveva acquistato una certa attivita F-1-P aldo- 
lasica, originariamente pressoché nulla. 

La possibilita teorica di analogo effetto su 
aldolasi di derivazione muscolare da parte di 
enzimi peptidasici plasmatici ¢ meritevole di 
controllo sperimentale. Sembra perd_note- 
volmente pit attendibile che in condizioni 
normali le attivita aldolasiche plasmatiche 
abbiano una derivazione tessutale multipla, 
essendo nota la capacita, in condizioni fisiopa- 
tologiche varie, di cessione di molecole enzi- 
matiche tanto dal tessuto muscolare quanto 
dal tessuto epatico. 

I fatti sopra riferiti appaiono ancora indicare 
che la derivazione epatica e quella muscolare 
sono probabilmente diverse, sul piano quanti- 
tativo, da a specie. Si pud spiegare cosi 
il reperto di rapporti di attivita FDP/F-1-P 
aldolesica nel mPa di ratto e di coniglio, 
sostanzialmente sovrapponibili a quelli del tes- 
suto epatico, ammettendo in queste specie una 


preponderante derivazione epatica delle atti- 
vita plasmatiche. Nelle altre specie, invece, la 
duplice origine giustificherebbe il reperto di 
valori di tale rapporto superiori a he osser- 
vato nel fegato ed inferiori a quello muscolare. 

Ci sembra di poter sottolineare, infine, che 
nel determinismo dei livelli di attivita enzima- 
tiche plasmatiche, la maggiore 0 minore ric- 
chezza tessutale degli stessi enzimi non appare 
l'unico elemento in gioco: l’assenza di corre- 
lazione tra valori tessutali (epatici e muscolari) 
e plasmatici nelle diverse specie lo prova am- 
piamente. Per spiegare questo fatto dobbiamo 
postulare fattori ipotetici, tra i quali appaiono 
come i pit attendibili una diversita di per- 
meabilita cellulare ed una differente velocita 
di inattivazione o di eliminazione di mole- 
cole enzimatiche presenti in circolo, nelle 
varie specie animali. 

I nostri dati indicano ancora una volta la 
complessita dei meccanismi che intervengono 
nella regolazione del quadro enzimatico pla- 
smatico in condizioni normali e, per quanto 

ii: specificamente si riferisce alle attivita aldo- 
Pisiche. fanno postulare la molteplicita della 
loro derivazione tessutale, con origine dal- 
l'uno o dall’altro tessuto quantitativamente 
variabile da una specie animale all’altra, sotto 
Yinfluenza di fattori solo in parte conosciuti. 


RIASSUNTO 


E stato eseguito uno studio comparativo delle 
attivita aldolasiche del plasma, del fegato e del mu- 
scolo striato nei seguenti animali: uomo, scimmia, 
cane, coniglio, cavia, ratto, criceto e topo. Dopo 
aver prospettato e discusso alcune ipotesi sui fattori 
di regolazione dei livelli di attivita enzimatica nel 
plasma, gli AA. ammettono la possibilita di una deri- 
vazione di tali attivita da pid sorgenti tessutali, con 
rapporti quantitativi diversi nelle varie specie ani- 
mali. 


RESUME 
Activités aldolasiques plasmatiques: étude comparative 
avec les taux enzymatiques tissulaires chez les diverses 
especes animales. 

On a effectué une étude comparative des activités 
aldolasiques du plasma, du foie et du muscle strié 
chez les animaux suivants: homme, le singe, le 
chien, le lapin, le cobaye, le rat, le hamster et la sou- 
ris. Aprés avoir exposé et discuté quelques hypothéses 
sur les facteurs de régulation bm taux d’activité 
enzymatique dans le plasma, les auteurs admettent 
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la possibilité d’une dérivation de ces activités de 
plusieurs sources tissulaires, avec des rapports quan- 
titatifs différents chez les diverses espéces animales. 


SUMMARY 


Plasmatic aldolase activity: comparative study of tissue 
enzymatic levels in various animal species. 


A comparative study has been performed on the 
aldolase activity of the plasma, liver and striped 
muscle in the following animals: man, monkey, dog, 
rabbit, guinea-pig, rat, hamster and mouse. After 
having suggested and discussed certain hypotheses 
regarding factors regulating enzymatic activity levels 
in the plasma, the investigators admit the possibility 
that such activities derive from several tissue sources, 
with quantitatively varying ratios in the different 
animal species. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Die Aktivitét von Aldolasen im Plasma: Vergleichende 
Untersuchungen des Enzymgehaltes in Geweben ver- 
schiedener Lebewesen. 


Es wurden vergleichende Untersuchungen der 
Aktivitat von Aldolasen im Plasma, in der Leber 
und in gestreiften Muskeln folgender Lebewesen 
angestellt: Mensch, Affe, Hund, Kaninchen, Meer- 
schweinchen, Ratte, Hamster und Maus. Es wer- 
den einige Hypothesen iiber die Faktoren, welche 
das Enzymniveau im Plasma regulieren, dargelegt 
und diskutiert; die Autoren sprechen die Meinung 
aus, dass die in Frage stenenden Aktivitaten von 
mehreren Gewebskomponenten beherrscht werden, 
die in den verschiedenen Lebewesen in verschiedenen 
quantitativen Verhdltnissen vorliegen. 
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RESUMEN 


Actividades aldoldsicas plasmdticas. Estudio comparativo 
con los niveles enzimaticos texturales en varias especies 
animales. 


Se ha efectuado un estudio comparativo de las 
actividades aldolasicas del plasma, del higado y del 
musculo estriado en los siguientes animales: hombre, 
mono, perro, conejo, cobayo, rata, hamster y ratén. 
Después de exponer y discutir algunas hipotesis acerca 
de los factores de regulacién de los niveles de acti- 
vidad enzimatica en el plasma, los AA. admiten la 
posibilidad de una derivacion de dichas actividades 
de mas fuentes tisurales, con distintos cocientes cuan- 
titativos en las diversas especies animales. 
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